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VACCIN THERAPEUTIQUE CIBLE CONTRE LA P-GLYCOPROTEINE 
170 POUR INHIBER LA RESISTANCE MULTIDROGUES DANS LE 
TRAITEMENT DES CANCERS 

5 Domaine technique 

La presente invention s'inscrit dans le cadre de la recherche et de la 
mise au point de nouveaux agents utiles pour traiter la resistance 
multidrogues (resistance pleTotropique ou resistance multidrogues) 
10 apparaissant chez certains patients lors du traitement de cancers. 

L'invention relate en particulier des agents utilisables pour induire 
une reponse immunitaire chez des patients souffrant de resistance 
multidrogues en cours de traitement d'un cancer, dans le but d'attenuer, 
voire de reverser cette resistance. L'invention concerne aussi de tels 
15 agents pour prevenir I'apparition de resistance multidrogues. 

L'invention concerne a cet egard une composition comprenant d'une 
part un vehicule et d'autre part des conjugues formes par liaison covalente 
entre une region peptidique et des molecules d'acide gras de chame 
carbonee comprise entre C12 et C24, ladite partie peptidique etant derivee 
20 d'au moins Tune des boucles extracellulaires de la proteine P-170. Cette 
composition immunogene, administree dans des conditions appropriees 
permet I'induction d'anticorps anti-P-170. 

L'invention concerne egalement des procedes d'immunisation 
utilisant les compositions precedentes a base de conjugues associes a un 
25 vehicule pharmaceutiquement acceptable, par exemple des liposomes. 
L'invention concerne en particulier des procedes d'immunisation dont la 
mise en oeuvre precede, est concomitante ou suit une etape de traitement 
chimiotherapeutique administre a un patient. 

L'invention concerne enfin I'utilisation de la composition selon 
30 l'invention pour le traitement in vivo de la resistance multidrogues, 
apparaissant chez un patient souffrant d'un cancer traite au moyen de 
medicaments anticancereux, ou le cas echeant pour la prevention d'une 
telle resistance multidrogues. 

35 Etat de la technique 

Le phenomene de resistance multidrogues (MDR) a ete mis en 
evidence a la fin des annees 70 sur des lignees de cellules cancereuses 
rendues resistantes a des drogues chimiotherapeutiques notamment des 

40 drogues utilisees pour le traitement de cancers. La resistance multidrogues 
se caracterise par une resistance plei'otropique, vis a vis de drogues 
chimiotherapeutiques utilisees pour le traitement d'un patient, lorsque ces 
drogues ont des structures et des specificites differentes. Parmi les 
drogues capables de selectionner ou d'induire la resistance pleTotropique 

45 de la cellule cancereuse, on citera la colchicine, radriamycine, 
I'actinomycine, la vincristine, la vinblastine et la mitoxantrone. D'un point de 
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vue phenotypique la resistance multidrogues se caracterise par une 
diminution de ['accumulation intracellular des drogues cytotoxiques, des 
modifications physiologiques de la cellule et une surexpression dans la 
membrane cellulaire de la proteine P-glycoproteine encore appelee 
5 proteine P-gp ou encore proteine P-170 (Van der Bliek et al. 1988. Gene 
71(2) : 401-411, Thiebaut et al. 1987 Proc. Natl. Acad. Sci. 84(21) : 7735- 
7738, Endicott et al. 1989 Annu. Rev. Biochem. 58 : 137-171). La proteine 
P-170 est responsable d'un flux actif des medicaments hors de la cellule 
(encore appele I'efflux actif), ce phenomene etant dependant de la 

10 consommation d'ATP. La reconnaissance par la proteine P-170 et 
I'excretion hors de la cellule traitee, mediee par la proteine P-170 d'une 
grande variete de composes chimiques, de structures et de fonctions 
diverses, demeurent I'un des aspects les plus enigmatiques de la fonction 
de cette proteine. L'absence de la mise en evidence d'une caracteristique 

15 structurale commune entre les drogues faisant I'objet d'une resistance 
croisee ne permet pas d'envisager I'elaboration de drogues qui ne seraient 
pas expulsees, sous Pinfluence de la proteine P-170. 

La resistance multidrogues des tumeurs aux agents de 
chimiotherapie constitue un probleme central en cancerologie medicale. 

20 Tandis que des progres dans les traitements de soutien sont observes, le 
probleme de la resistance aux drogues demeure un obstacle a I'obtention 
de meilleurs taux de guerison. On constate que les cellules tumorales 
peuvent ne pas repondre a la chimiotherapie des le debut du traitement. 
Cette resistance multidrogues de novo est malheureusement frequente 

25 dans plusieurs types de tumeurs solides. On a par ailleurs pu observer un 
phenomene de resistance acquise, se manifestant au niveau de tumeurs 
qui, au depart, ont repondu a la chimiotherapie et qui developpent ensuite, 
a plus ou moins court terme, une resistance aux traitements. 

Pour etre plus efficaces, les traitements anticancereux ont ete 

30 associes a des agents modulateurs de la resistance multidrogues 
egalement nommes agents revertants pouvant bloquer le flux sortant de 
drogues medie par la proteine P-170, hors de la cellule et ainsi circonvenir 
la resistance multidrogues. Les agents revertants existants, tels que le 
verapamil, la quinine et la ciclosporine, entrament une toxicite inacceptable 

35 pour le patient lorsqu'ils sont utilises aux doses necessaires pour inhiber 
I'activite d'efflux de la proteine P-170. Par exemple, le verapamil a 
rapidement montre ses limites dans le traitement de reversion de cancers 
du fait de I'apparition chez le patient de dysfonctionnements tels que 
I'hypotension, I'arythmie cardiaque et I'insuffisance cardiaque congestive 

40 lors de son administration aux doses curatives qui sont egalement les 
doses limites de toxicite (Miller et coll. 1991. J Clin Oncol 9(1) : 17-24). 

Des analogues plus recents, tels que le dexverapamil, le PSC 833 
(derive de la cyclosporine) et dernierement le S9788 des Laboratoires 
Servier, ont fait I'objet d'essais cliniques ayant pour but de vaincre la 

45 resistance multidrogues. Cependant, ces nouveaux agents de reversion 
connaissent des limites d'utilisation comparables a celles reportees pour 
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I'ancienne generation d'agents de reversion. En effet, les essais de 
traitement de la resistance multidrogues a I'aide du S9788 (6- [4- [2,2-di (4- 
fluorophenyl)-ethylamino]-1-piperidinyl]-N,N'-di-2-propenyl-1,3,5-triazine- 
2,4-diamine), derive de triazineaminopiperidine, ont caracterise les limites 
5 d'utilisation de ce produit suite a I'apparition de phenomenes de toxicite 
cardiaque, d'arythmie ventriculaire et de torsade de pointe (Stupp et coll. 
1998. Ann Oncol 9(11) : 1233-1242). En consequence, le phenomene de 
resistance multidrogues est difficilement endigue par les agents de 
reversion, nouveaux et classiques, du fait de doses de traitement 
10 equivalentes aux seuils de toxicite pour le patient devenu refractaire a la 
chimiotherapie. 

L'immunotherapie, en particulier I'utilisation des anticorps 
monoclonaux, a aussi ete envisagee pour traiter la resistance multidrogues 
apparaissant chez le patient. Elle a ete testee la premiere fois pour inhiber 

15 la formation de tumeurs dans un cancer ovarien a I'aide de I'anticorps 
monoclonal MRK16 (Tsuruo. 1989. Cancer Treat Res 48 : 1811-1816). Plus 
recemment, l'immunotherapie monoclonale dans le traitement de la 
resistance multidrogues a ete approfondie par Mechetner et Roninson 
(1992. Proc Natl Acad Sci USA vol.89 pp.5824-5828). En effet, des 

20 anticorps monoclonaux UIC2 diriges contre un epitope extracellulaire de la 
P-glycoproteine humaine ont ete obtenus et testes in vitro sur des lignees 
cellulaires resistantes aux anticancereux. II a alors ete montre que I'effet 
inhibiteur, in vitro, des anticorps monoclonaux UIC2 est comparable a celui 
du verapamil employe aux doses cliniques maximales (3uM). Les anticorps 

25 monoclonaux anti-P-170 exercent leur effet par une inhibition de I'activite 
ATPasique de la proteine P-170 ainsi que par I'inhibition de la liaison des 
medicaments a la proteine P-170. 

Une immunotherapie appropriee, fondee sur I'injection d'anticorps 
monoclonaux au patient, peut avoir certains avantages dans la mesure ou 

30 elle peut eliminer les cellules resistantes residuelles d'une tumeur. 
Cependant, la meconnaissance de la specificite, de la toxicite, de 
I'efficacite ainsi que du mecanisme d'action des anticorps limitent 
I'utilisation de cette approche pour vaincre la resistance multidrogues due a 
la surexpression de la proteine P-170. En particulier, ne sont pas maTtrises 

35 dans l'immunotherapie monoclonale les effets secondares lies aux 
reactions immunes anti-anticorps de souris ou de lapin ainsi que les 
difficultes liees au defaut d'humanisation des anticorps monoclonaux. 

Breve description de I'invention 

40 

La presente invention a done pour but de proposer une strategie 
alternative aux traitements deja disponibles de la resistance multidrogues 
dans le cancer, en vue de remedier, au moins en partie, aux inconvenients 
de traitements connus de la resistance multidrogues. L'invention propose a 
45 ce titre, une immunotherapie fondee sur I'induction d'auto-anticorps 
polyclonaux, specifiques de la glycoproteine-P (Proteine P-170). Cette 
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immunotherapie est obtenue en utilisant la capacite antigenique, de 
conjugues comprenant des peptides derives d'au moins I'une des boucles 
extracellulaires de la proteine P-170, a induire des anticorps chez un 
patient lorsque ces peptides sont presentes et administres sous une forme 
5 permettant ou favorisant I'expression de leur capacite antigenique, et 
notamment lorsqu'ils sont associes a un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. En particulier les anticorps sont des auto-anticorps induits 
contre la P-170 humaine. 

10 - L'invention concerne done en particulier, une composition 

immunogene comprenant d'une part un vehicule, d'autre part en tant que 
structure antigenique, des conjugues comprenant tout ou partie des 
sequences d'acides amines d'au moins un peptide derive d'une boucle 
extracellulaire de la proteine P-170, chaque peptide etant associe a au 

15 moins deux molecules d'acide gras de chame carbonee comprise entre 
C12 et C24 pour, dans des conditions d'administration appropriees, 
permettre I'induction d'anticorps anti-P-170. 

Les auteurs de la presente invention ont, de maniere surprenante et 
20 inattendue, montre qu'une augmentation de 77% du temps de survie chez 
des souris immunisees par le la composition immunogene telle que decrite 
dans la presente invention et apres inoculation de cellules cancereuses, 
suivi d'un plan de traitement chimiotherapeutique etait observee. 

Ces resultats sont tres prometteurs puisque les meilleurs resultats 
25 publies obtenus dans le traitement de la resistance multidrogues avec le 
mime modele de cancer decrivaient une augmentation de survie de 49% 
chez des souris traitees par une autre substance (Pierre et coll. 1992. 
Invest New Drug. 10 : 137-148). De plus, Yang et coll. (1999. BBRC. 266 : 
167-173) ont observe, avec la meme lignee cellulaire, une augmentation de 
30 survie de seulement 35% chez des souris traitees par la vincristine et la 
ciclosporine A. 


Breve description des dessins 

La presente invention est illustree sans pour autant etre limitee, par 
les figures suivantes : 

- Figure 1 : representation des peptides synthetiques 
correspondant aux fragments extracellulaires de la proteine P-170 
de souris, couples a quatre molecules d'acide palmitique (C16) par 
molecule de peptide. 

- Figure 2 : schematisation de la strategie de synthese 
Boc/benzyle des peptides sur support solide. 

- Figure 3 : protocole de chimiotherapie apres immunisation et 
injection de cellules P388R chez la souris. 
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- Figure 4 : representation du titre en anticorps en fonction du 
temps d'immunisation (1 &re , 2 6me , 3 §me injection) dans les serums 
de souris immunisees par Lp2. Les anticorps anti-mpp1, mpp2, 
mpp4 ont ete quantifies et les differents isotypes detectes en 
utilisant des anticorps secondaires anti-murins specifiques Ig (M, 
G3, G2a, G2b, G1) respectivement. Chaque histogramme 
represente la moyenne des valeurs obtenues pour 5 serums de 
souris saignees 12 jours apres une immunisation. Une unite 
correspond a 0,2ug Ig/ml. 

- Figure 5: representation du titre en anticorps en fonction du 
temps d'immunisation (1 ere , 2 6me , 3 eme injection) dans les serums 
de souris immunisees par Lp4. Les anticorps anti-mpp1, mpp2, 
mpp4 ont ete quantifies et les differents isotypes detectes en 
utilisant des anticorps secondaires anti-murins specifiques Ig (M, 
G3, G2a, G2b, G1) respectivement. Chaque histogramme 
represente la moyenne des valeurs obtenues pour 5 serums de 
souris saignees 12 jours apres une immunisation. Une unite 
correspond a 0,2ug Ig/ml. 

- Figure 6 : representation du titre en anticorps en fonction du 
temps d'immunisation (1 ere , 2 eme , 3 eme injection) dans les serums 
de souris immunisees par Lp3. Les anticorps anti-mpp1, mpp2, 
mpp4 ont ete quantifies et !es differents isotypes detectes en 
utilisant des anticorps secondaires anti-murins specifiques Ig (M, 
G3, G2a, G2b, G1) respectivement. Chaque histogramme 
represente la moyenne des valeurs obtenues pour 5 serums de 
souris saignees 12 jours apres une immunisation. Une unite 
correspond a 0,2ug Ig/ml. 

- Figure 7 : representation du titre en anticorps en fonction du 
temps d'immunisation (1 6re , 2 6me , 3 6nne injection) dans les serums 
de souris immunisees par Lp1. Les anticorps anti-mpp1, mpp2, 
mpp4 ont ete quantifies et les differents isotypes detectes en 
utilisant des anticorps secondaires anti-murins specifiques Ig (M, 
G3, G2a, G2b, G1) respectivement. Chaque histogramme 
represente la moyenne des valeurs obtenues pour 5 serums de 
souris saignees 12 jours apres une immunisation. Une unite 
correspond a 0,2ug Ig/ml. 

- Figure 8 : Temps de survie des souris immunisees par Lp1 et 
Lp2. Au temps 0, 10 s P388R cellules chimioresistantes ont ete 
inoculees. Aux jours 1, 10 et 22, 5,5mg/kg de doxorubicine et aux 
jours 4 et 14, 2'5mg/kg de vinblastine ont ete injectes. 

Modes de realisation de I'invention 

La glycoproteine-P ou proteine P-170 est une phospho-glycoproteine 
membranaire de 170 kDa identifiee par Juliano et Ling (1976. Biochim 
Biophys Acta 455(1) : 152-162). La proteine P-170 murine est constitute de 
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1276 acides amines formant deux moities equivalentes. Les domaines 
hydrophobes de la molecule sont numerates de 1 a 12 et sont impliques 
dans le flux sortant de drogues chimiotherapeutiques. Les boucles 
extracellulaires 1, 2 et 4 de la proteine P-170 murine ont ete retenues pour 
5 leur topologie extracellulaire prononcee prejugeant de leur caractere 
antigenique. De maniere equivalente, la proteine P-170 humaine (Chen et 
al. 1986 Cell. 47(3): 381-389) est une proteine de 1280 acides amines 
constitute de deux domaines homologues comprenant chacun six 
domaines en helice transmembranaires ainsi qu'un site de liaison 

10 nucleotidique. Les regions hydrophobes de ces domaines 
transmembranaires torment des boucles extracellulaires considerees 
comme les fragments de reconnaissance de la proteine P-170 depuis 
I'exterieur de la cellule. Les boucles extracellulaires 1 , 4 et 6 de la proteine 
P-170 humaine ont aussi ete retenues comme ayant un pouvoir 

15 antigenique eleve du fait de leurs situations extracellulaires particulierement 
marquees. 

L'immunotherapie mise en ceuvre dans le cadre de 1'invention 
complete la therapie chimique du cancer pour permettre aux effets traitants 
des drogues chimiotherapeutiques de se manifested 

20 Conformement a I'acception usuelle dans le cadre de I'invention, le 

« cancer » se definit par deux caracteristiques principales : la croissance et 
la proliferation cellulaire non regulees par des signaux externes et la 
capacite d'envahir les tissus ainsi que, le cas echeant, la capacite de 
former des metastases en colonisant des sites a distance. 

25 Ces caracteristiques sont la consequence des proprietes 

intrinseques des cellules cancereuses, c'est-a-dire de leur instability 
caryotypique et genomique, de leur proliferation incontrolee, de leur pouvoir 
metastatique s'accompagnant de I'acquisition de nouveaux phenotypes 
ainsi que de I'activation et de la derepression d'oncogenes dans lesdites 

30 cellules cancereuses. On entend done par « cancer » dans le cadre de la 
presente invention toute phase de la croissance ou de la proliferation 
cellulaire ayant les caracteristiques ci-dessus, evoluant notamment vers le 
developpement de tumeurs primaires et/ou de tumeurs metastatiques 
(tumeurs secondaires). 

35 De plus, au sens de la presente invention, on entend par 

« traitement de la resistance multidrogues » I'ensemble des soins medicaux 
destines a combattre la resistance multidrogues pour en limiter les 
consequences, eviter la mort et de preference retablir une sensibilite aux 
medicaments anticancereux. A ce titre, I'objectif du traitement de la 

40 resistance multidrogues est idealement a visee curative de la resistance 
multidrogues, en induisant une reversion complete vers un phenotype 
cellulaire sensible a la chimiotherapie. Cette reversion peut neanmoins etre 
partielle : des lors, le traitement de la resistance multidrogues va s'averer 
palliatif permettant une remission prolongee du patient. Le traitement de la 

45 resistance multidrogues se caracterise egalement par son pouvoir 
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prophylactique permettant de prevenir I'apparition de resistances 
multid rogues de novo ou acquise, chez le patient. 

L'invention concerne done en particulier, une composition 
immunogene comprenant d'une part un venicule, d'autre part en tant que 
5 structure antigenique, des conjugues comprenant tout ou partie des 
sequences d'acides amines d'au moins un peptide derive d'une boucle 
extracellulaire de la proteine P-170, chaque peptide etant associe a au 
moins deux molecules d'acide gras de chaine carbonee comprise entre 
C12 et C24 pour, dans des conditions d'administration appropriees, 
10 permettre I'induction d'anticorps anti-P-170. 

Dans le cadre de la presente invention, la composition immunogene 
permet egalement I'induction d'anticorps anti-P-170 pour la reversion de la 
resistance multidrogues apparaissant chez un patient atteint d'un cancer. 

Dans un mode de realisation prefere, les conjugues comprennent 
15 tout ou partie des sequences d'acides amines d'au moins deux boucles, de 
preference d'au moins trois boucles extracellulaires de la proteine P-170. 

L'expression « conjugue » correspond, selon l'invention, a un reactif 
forme par liaison covalente entre des molecules d'acides gras de chaine 
carbonee comprise entre C12 et C24 et des sequences d'acides amines 
20 telles que decrites dans la presente invention, pour former une molecule 
mixte lipido-peptidique. La sequence peptidique, obtenue notamment par 
synthese en phase solide, est couplee de maniere covalente aux molecules 
d'acides gras constituant la region lipidique de la molecule. 

25 Au sens de la presente invention, le terme « peptide derive » de la 

proteine P-170 designe tout ou partie de la sequence d'acides amines 
composant chaque boucle extracellulaire de la proteine P-170, des lors que 
ledit « peptide derive » possede au moins un epitope de la boucle 
extracellulaire dont il derive. Un peptide derive d'une boucle extracellulaire 

30 a avantageusement entre 5 et 50 residus d'acides amines, de preference 
entre 5 et 40, ou entre 10 et 30, avantageusement entre 10 et 25 residus. 
Entrent dans le cadre de cette definition, (1) des peptides dont la sequence 
d'acides amines est identique a la sequence correspondante de la boucle 
extracellulaire dont ils derivent ou (2) des peptides dont la sequence 

35 d'acides amines est modifiee par rapport a la sequence de la boucle 
extracellulaire dont ils derivent, ladite modification pouvant consister en une 
mutation ponctuelle par insertion, deletion ou substitution, en particulier 
substitution conservative, d'un ou plusieurs residus des lors que le peptide 
ainsi constitue reste porteur d'epitope de la proteine P-170. En particulier 

40 une mutation acceptable est une mutation qui ne perturbe pas la 
conformation du peptide modifie lorsqu'il est inclus dans la composition de 
l'invention. Ceci peut etre verifie par la capacite du peptide modifie a induire 
des anticorps lorsqu'il est formule dans une composition conformement a 
l'invention. 

45 Les peptides de l'invention sont obtenus de preference par synthese 

chimique, en particulier par mise en ceuvre des methodes decrites ci-apres. 
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Dans le contexte de I'invention, I'expression « boucle 
extracellulaire » de la glycoproteine-P (ou Proteine P-170) designe chaque 
sequence d'acides amines de la proteine P-170 ayant une topologie 
extracellulaire ou une relation significative avec le milieu extracellulaire 
5 pour pouvoir etre selectionnee en tant que sequence porteuse d'epitope de 
cette proteine. 

Les sequences d'acides amines formant les peptides synthetiques 
utilises dans le cadre de I'invention peuvent etre en tant que telles 
antigeniques, ou etre antigeniques des lors qu'elles sont presentees dans 

10 une conformation telle qu'elles conservent la conformation de la sequence 
d'acides amines qui leur correspond dans la boucle extracellulaire dont 
derive le peptide, ou une conformation suffisamment similaire pour conferer 
au peptide forme une capacite a induire la production d'anticorps dans des 
conditions d'administration appropriees. La capacite a induire la production 

15 d'anticorps pourra par exemple etre verifiee chez la souris immunisee avec 
les peptides prepares dans le cadre de I'invention ou par tout autre moyen 
connu. Ainsi les peptides de I'invention ont avantageusement, dans la 
composition immunogene, une conformation tridimensionnelle telle qu'elle 
reproduit la conformation de la partie de boucle extracellulaire dont derive 

20 le peptide, ou qu'elle est suffisamment similaire a cette demiere, pour 
conferer a la composition formee, sa capacite immunogene. La 
presentation appropriee des peptides resulte avantageusement de leur 
association avec les autres constituants de la composition immunogene. 
Cette faculte a induire la production d'anticorps est en particulier 

25 obtenue lorsque les peptides de 1'invention sont des peptides synthetises et 
modifies pour se presenter sous la forme de conjugues, associes a un 
vehicule approprie, en particulier des liposomes. 

Les conjugues selon I'invention correspondent aux structures 
antigeniques transportees par le vehicule dans la composition 

30 immunogene. Dans le contexte de I'invention, I'expression « structure 
antigenique » designe des molecules capables de reagir avec des 
anticorps pour former des complexes antigene/anticorps. Ladite « structure 
antigenique » de la composition immunogene a, ou non, en tant que telle la 
capacite d'induire un phenomene d'immunogenicite correspondant a la 

35 formation d'anticorps specifiques d'un antigene donne. 

A titre d'exemples, ces conjugues, comprennent des peptides 
derives de la boucle extracellulaire 1 (mpp1), et d'au moins une des 
boucles extracellulaires 2 (mpp2) ou 4 (mpp4) de la proteine P-170 murine, 
40 caracterisees par leur sequence, leur masse moleculaire et leur purete 
apres synthese selon le protocole experimental decrit ci-apres dans le 
tableau I. 


Tableau I : 


Norn des 
conjugues 

Sequence en acides amines 

Masse 
moleculaire 
calculee 

Masse 
moleculaire 
observee 

Purete 

(%) 

mpp1 SEQ 

K-G-GNMTDSFTKAEASILPSITNQ 

5436 

5437 

91.6 
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ID NO 1 

SGPNSTLIISNSSLEEE-G-K-K-Nhb 




mpp2 SEQ 
ID NO 2 

K-G-KVLTSFTN KELAYAK-G-K-K-NH 2 

3293 

3293 

93.8 

mpp4 SEQ 
ID NO 3 

K-G-SRDDDMETKRQNEN-G-K-K- 

NH 2 

3190 

3188 

95.3 


Les masses moleculaires calculees et observees des peptides 
derives des boucles extracellulaires 1, 2 et 4 de la proteine P-170 murine 
5 ont ete obtenues par analyse par spectrometrie de masse soit : " 
-[M+H+] pour la masse moleculaire calculee, 
-MALDI-TOF et PDMS-TOF pour la masse moleculaire mesuree, i.e. 
(Matrix Assisted Lazer Desorption Ionization - Time of Flight) 
(Plasma Desorption Mass Spectrometry - Time of Flight). 
10 De plus les sequences en acides amines sont egalement analysees 

par hydrolyse des aliquots dans HCI 6N/phenol a 110°C afin de verifier le 
nombre d'acides amines attendu et obtenu (attendu/obtenu) : 

mpp 1, A (2/1.5), D (5/4.4), E (5/6.6), F (1/0.6), G (4/3.4), I (4/3.6), K 
(4/4.0), L(3/3.5), M (1/0.7), P (2/1.8), T (4/3.0), S (8/7.4). 
15 mpp 2, A (2/2.3), D (1/1.2), E (2/2.4), F (1/1.0), G (2/2.1), K (6/6.0), L 

(2/2.1), S (1/0.9), V (1/1.0), Y (1/1.0). 

mpp 4, D (5/5.0), E (3/3.1), G (2/2.0), K (4/3.7), S (1/0.9), R (2/1.9). 
Selon un mode de realisation particulierement avantageux de 
I'invention, les conjugues comprennent des peptides derives de la boucle 
20 extracellulaire 1 (hpp1) (hpp : human palmitoyl peptide) et d'au moins une 
des boucles extracellulaires 4 (hpp4) et 6 (hpp6) de la proteine P-170 
humaine. Les peptides des conjugues comprennent done des sequences 
d'acides amines derivees des boucles extracellulaires 1(hpp1) et 4 (hpp4) 
ou des boucles extracellulaires 1 (hpp1) et 6 (hpp6). 
25 De preference, les conjugues de la composition immunogene 

comprennent des peptides derives des trois boucles 1 (hpp1), 4 (hpp4) et 6 
(hpp6) de la proteine P-170 humaine. 

Etant donne la longueur de 47 acides amines de la boucle 1 de la 
proteine P-170, des peptides derives de cette boucle peuvent resulter de la 
30 division en trois fragments de ladite boucle 1, obtenus par coupure au 
niveau des sites de glycosylation. Les trois peptides derives donnent lieu 
aux trois conjugues suivants hppla, hpplb et hpplc dont on peut realiser la 
synthese. D'autres peptides peuvent etre des fragments de ces trois 
peptides, contenant un ou plusieurs epitopes. Des lors, les conjugues selon 
35 la presente invention comprennent done tout ou partie des peptides derives 
de la boucle extracellulaire 1 de la proteine P-170 humaine correspondant 
aux trois peptides resultant de la coupure de ladite boucle 1 au niveau des 
sites de glycosylation. 

Les sequences peptidiques des conjugues sont utilisables en tant 
40 que telles pour la preparation de compositions immunogenes selon 
I'invention en particulier en association avec des liposomes. Les peptides 
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de ces conjugues sont respectivement choisis parmi ies sequences 
d'acides amines suivantes : 

- pour la boucle 1 (SEQ ID NO 4): 
GEMTDIFANAGNLEDLLMSNITNRSDINDTGFFMNLE 

5 EDMTRYAYYYS 

- pour la boucle 1a (SEQ ID NO 5): GEMTDIFANAGNLEDLLMS 

- pour la boucle 1b (SEQ ID NO 6) : NITNRSDINDTGFF 

- pour la boucle 1 c (SEQ ID NO 7): MNLEEDMTRYAYYYS 

- pour la boucle 4 (SEQ ID NO 8): 
10 FSRIIGVFTRIDDPETKRQNSNLFS 

- pour la boucle 4a (SEQ ID NO 9) : FTRIDDPETKRQNSNLFS 

- pour la boucle 6 (SEQ ID NO 10): FRFGAYLVAHKLMSFED 
et/ou leur combinaison. 

Pour la boucle extracellulaire 1, on utilisera avantageusement Ies 
15 trois peptides 1a, 1b et 1c dans une meme composition. Alternativement 
Ies peptides 1a et 1b ou 1a et 1c ou 1b et 1c seront mis en oeuvre. 

Le tableau II recapitule Ies sequences en acides amines des 
conjugues correspondant aux boucles extracellulaires 1, 4 et 6 de la 
proteine P-170 humaine. Les sequences en acides amines correspondant 
20 aux sequences des peptides derives sont en grandes lettres alors que les 
petites lettres correspondent aux acides amines ajoutes sur lesquels les 
molecules d'acide gras sont couplees. 

La sequence, la masse moleculaire et la purete des peptides decrits 
dans le tableau II peuvent etre controlees par les techniques decrites ci- 
25 dessus pour les peptides du Tableau I. 

Un peptide derive d'une boucle extracellulaire a avantageusement 
une purete egale ou superieure a 90%, avantageusement comprise entre 
91% et 98%, mesuree en chromatographie HPLC apres la synthese. 

30 Tableau II : 


Norn des 
conjugues 

Sequence en acides amines de la P-170 humaine 

Hpp1 (SEQ ID 
NO 11) 

K-G-GEMTDIFANAGNLEDLLMSNITNRSDINDTGFFMNLE 
E D MTR YAY Y YS-G-K-K-NH2 

Hppla (SEQ 
ID NO 12) 

K-G-GEMTDIFANAGNLEDLLMS-G-K-K-NH2 

Hpplb (SEQ 
ID NO 13) 

K-G-NITNRSDINDTGFF-G-K-K-NH2 

Hpplc (SEQ 
ID NO 14) 

K-G-MNLEEDMTRYAYYYS-G-K-K-NHz 

Hpp4 (SEQ ID 
NO 15) 

K-G-FSRIIGVFTRIDDPETKRQNSNLFS-G-K-K-NH2 

Hpp4a (SEQ 
ID NO 16) 

K-G-FTRIDDPETKRQNSNLFS-G-K-K-NH2 

Hpp6 (SEQ ID 
NO 17) 

K-G-FRFGAYLVAHKLMSFED-G-K-K-NH2 
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Dans le cadre de la presente invention, les sequences d'acides 
amines correspondant aux sequences des boucles extracellulaires 
5 (representees en grandes lettres) peuvent etre allongees notamment a 
leur(s) extremite(s) au moyen de residus d'acides amines (represents 
dans les peptides illustres ci-apres en petites lettres majuscules) sur 
lesquels les residus d'acides gras sont couples. Differentes sequences de 
conjugues de I'invention couplant sequences d'acides amines et molecules 
10 d'acide gras sont representees sous cette forme dans les tableaux qui 
suivent. 

Avantageusement, les molecules d'acide gras de chaTne carbonee 
C12, C13, C14, C15, C16, C17, C18, C19, C20, C21, C22, C23 ou C24 
sont de preference des molecules d'acide palmitique en C16. Les chaTnes 
15 carbonees des molecules d'acide gras comprises entre C12 et C24 sont 
lineaires ou ramifiees. De preference, les molecules d'acide gras ont des 
chaTnes carbonees lineaires. En revanche, les molecules d'acide gras ne 
peuvent etre ni monoinsaturees ni polyinsaturees en raison 
d'incompatibilite reactionneile lors de la synthese peptidique en particulier 
20 durant la derniere etape de deprotection en presence d'acide fort. 

De facon preferee, chaque conjugue comprend au moins quatre 
molecules d'acide gras de chame carbonee comprise entre C12 et C24, les 
molecules d'acides gras etant, de preference egalement reparties aux 
extremites N- et C- terminates des peptides. Selon les acides gras d'autres 
25 repartitions peuvent etre envisagees y compris dans I'interieur de la 
sequence d'acides amines. Ces peptides sont egalement couples de facon 
covalente aux molecules d'acide gras. 

Preferentiellement, les peptides, dans les conjugues, sont chacun 
couples a quatre molecules d'acide palmitique, ils sont done 
30 tetrapalmitoyles. 

De preference deux molecules d'acide palmitique sont couplees a 
I'extremite N-terminale et deux molecules d'acide palmitique sont couplees 
a I'extremite C-terminale du peptide. 

35 De facon preferee et comme illustree au tableau II, les sequences 

d'acides amines des boucles extracellulaires des peptides des conjugues 
sont allongees en position N- et/ou C-terminale par un ou plusieurs residus 
d'acides amines pour permettre I'association aux molecules d'acide gras de 
chaTne carbonee comprise entre C12 et C24. 

40 L'association desdits peptides aux acides gras peut etre realisee 

exclusivement en position N-terminale ou alternativement exclusivement en 
position C-terminale. Avantageusement, dans les conjugues, l'association 
des peptides aux acides gras est realisee en position N-terminale et C- 
terminale des sequences peptidiques, en particulier pour donner des 

45 sequences tetrapalmitoylees. 
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Alternativement ou cumulativement, on peut envisager d'associer 
des acides gras a des residus internes dans la sequence peptidique. 

Les conjugues tels que definis dans la presente invention peuvent 
egalement comprendre en outre une ou plusieurs molecules de PEG. 
5 La « pegylation », c'est a dire le procede qui consiste a coupler de 

maniere covalente une molecule de PEG a un peptide, pour augmenter 
I'immunogenicite / le caractere immunogene d'un peptide utilise comme 
antigene est une technique bien connue de I'homme du metier (2002. Adv 
Drug Deliv Rev. 54(4): 459-476). 
10 Ce procede permet, notamment, d'augmenter I'accessibilite de la 

sequence peptidique et par ce biais la presentation de I'antigene. 

De maniere generate, plus la sequence peptidique est longue, plus 
le nombre de molecules de PEG sera eleve. 

15 Avantageusement, la ou les molecules de PEG, de 1 a 8000, sont 

liees aux residus lysine (K) setrouvant en position N- et/ou C-terminale des 
sequences d'acides amines des boucles extracellulaire des peptides des 
conjugues tels que decrits dans la presente invention. Chaque peptide 
etant lie de maniere covalente a au moins deux molecules d'acide gras de 

20 chaTne carbonee comprise entre C12 et C24 ou a au moins deux chaines 
de Polyethylene Glycol, (1-8000) qui sont couplees chacune a une 
molecule de Phosphatidyl Ethanol Amine afin de permettre dee reconstituer 
ces complexes antigeniques dans la bicouche lipidique des liposomes. 
Dans des conditions d'administration appropriees, ces antigenes 

25 reconstitues dans des liposomes-adjuvants, induction d'anticorps anti-P- 
170. 

Dans le contexte de l'invention, I'expression « vehicule » d'une 
composition immunogene designe tout agent assurant le transport des 
structures antigeniques dans le systeme immunitaire. En particulier, un 
30 vehicule conforme a l'invention pourra etre constitue de liposomes, de 
proteines membranaires bacteriennes telles que les OMPC de Neissera 
meningitidis, TraT d'Escherichia coli, de proteines Omp d'enterobacteries, 
de nanoparticules, de miscelles, de particules d'or, de microbilles et de 
virosomes. 

35 

Pour former les compositions immunogenes de l'invention a partir 
des susdits conjugues, on choisit avantageusement les liposomes comme 
vehicule pour presenter les conjugues dans la composition de la presente 
invention. 

40 Avantageusement, lesdits conjugues sont presents a la surface des 

liposomes. 

On entend par « liposomes » au sens de la presente invention une 
particule spherique artificielle constitute d'une ou plusieurs couches de 
phospholipides, assurant la presentation aux cellules du systeme 
45 immunitaire des peptides porteurs des epitopes et derives des boucles 
extracellulaires de la glycoproteine-P (P-170). 
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La composition selon la presente invention comprend 
avantageusement les conjugues et les liposomes dans un rapport molaire 
compris entre 1/10 et 1/1000, de preference entre 1/50 et 1/500, 
avantageusement dans un rapport molaire de 1/250. 
5 Avantageusement, les liposomes sont prepares en melangeant le 

dimyristoylphosphatidylcholine (DPMC), le dimyristoylphosphatidylglycerol 
(DMPG) et le cholesterol dans un rapport molaire respectivement de 0.9 : 
0.1 : 0.7. Les produits utilises supra sont de preference d'origine 
synthetique afin d'eviter les possibilities de contamination par des 

10 endotoxines, prions ou virus. Par exemple, les phospholipides DMPC et 
DMPG sont d'origine synthetique (Avanti Polar Lipids USA) et le 
cholesterol, de purete a 98%, est d'origine animale. Le monophosphoryl 
lipide A (MPLA), egalement d'origine synthetique, et connu pour accroitre la 
reponse immunitaire (Fries et coll. 1992. Proc Natl Acad Sci 89(1) : 358- 

15 362) a ete ajoute et teste a des liposomes dans une concentration de 40ug 
par umole de phospholipides. 

La composition selon la presente invention comprend en outre au 
moins un adjuvant. Le terme « adjuvant » est utilise dans le contexte de la 
presente invention pour designer un produit permettant un stimuli non 

20 specifique des reponses immunes et augmentant I'antigenicite des 
structures antigeniques. L'adjuvant agirait en mobilisant les cellules 
phagocytaires vers le lieu de depot des structures antigeniques et en 
assurant un relargage plus lent des antigenes, ce qui prolonge la 
stimulation du systeme immunitaire. 

25 En particulier, les adjuvants utilises dans la presente composition 

immunogene sont choisis dans le groupe consistant en Alum, phosphate de 
calcium, interleukine 1, monophosphoryl lipide A (MPLA) et/ou 
microcapsules de proteines et de polysaccharides. Avantageusement, 
I'Alum est l'adjuvant utilise dans le cadre de la presente invention. 

30 De telles compositions immunogenes sont preparees sous la forme 

de solutions liquides, ou de suspensions injectables, ou encore sous une 
forme solide adaptee a la mise en solution prealable a I'injection dans le 
cadre, par exemple, d'un kit d'exploitation de la presente composition tel 
que decrit plus loin. 

35 

L'invention porte egalement sur des peptides derives d'au moins une 
boucle extracellulaire de la proteine P-170 et permettant I'induction 
d'anticorps anti-P-170 lorsqu'ils sont utilises dans les compositions 
immunogenes telles que decrites. Ces peptides sont respectivement 
40 choisis parmi les sequences d'acides amines suivantes : 

SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5, 
SEQ ID NO 6, SEQ ID NO 7, SEQ ID NO 8, SEQ ID NO 9, SEQ ID NO 10, 
SEQ ID NO 11, SEQ ID NO 12, SEQ ID NO 13, SEQ ID NO 14, SEQ ID 
NO 15, SEQ ID NO 16 et SEQ ID NO 17. 

45 
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Egalement comprises dans la presente invention sont les sequences 
d'acides nucleiques, ADN ou RNA, codant pour les peptides tels que 
decrits supra. 

5 La presente invention concerne non seulement la composition 

immunogene consideree en tant que telle et definie supra, mais egalement 
une methode de preparation de cette composition. 

Les resultats experimentaux ci-apres montrent que I'association de 
peptides particuliers a uniquement deux molecules d'acide palmitique peut 

10 ne pas conduire a I'expression d'une reponse immunogene. Ceci traduit la 
necessite de selectionner les acides gras pour conferer aux conjugues 
formes, la conformation necessaire a I'induction d'une reponse immunitaire. 

Une attention particuliere est egalement apportee a la synthese des 
conjugues selon I'invention et en particulier a leur region peptidique. En 

15 effet, les travaux precedents de Tosi et coll. (1995) ont mis en evidence 
que la sequence peptidique de mpp1, qui est le plus long des conjugues 
avec 43 acides amines, ne permettait pas I'obtention d'une reponse 
immunitaire. En I'absence d'explications et d' hypotheses de travail sur ce 
constat, les inventeurs ont revele, dans le cadre de la presente invention, le 

20 role essentiel d'une synthese peptidique tres precise. Les inventeurs ont 
done developpe et montre qu'une methode de synthese amelioree 
permettant une production plus efficace de certains acides amines en 
evitant leur implication dans des reactions de terminaison precoce 
permettait d'obtenir en particulier une sequence mpp1 immunoreactive. Les 

25 conjugues selon I'invention peuvent done etre obtenus sous une forme 
appropriee pour realiser la composition immunogene de I'invention par une 
synthese sur support solide selon la strategie Boc/benzyle. 

En I'espece comme decrit dans la partie exemples, les peptides 
correspondant aux sequences des boucles extracellulaires 1, 2 et 4 de la 

30 P-170 murine ont done ete synthetases par un synthetiseur de peptide 
« Applied Biosystems 430A» utilisant le tertiobutyloxycarbonyl/benzyl ou 
strategie Boc/benzyle et in situ une activation par le (N-[ (1H - benzotriazol - 
1 - yl) (dimethylamino) methylene] - N - methylmethanaminium 
hexafluorophosphate N-oxyde. 

35 

La synthese des peptides peut etre realisee sur un synthetiseur de 
peptides, par exemple un synthetiseur « Applied Biosystem 430A » en 
utilisant le (13,14) tertiobutyloxycarbonyl/benzyl et in situ une activation par 
le (N- [ (1H - benzotriazol - 1 - yl) (dimethylamino) methylene] - N - 
40 methylmethanaminium hexafluorophosphate N-oxyde (Scholzer M. et al 
Science 1992, 256 (5054) : 221-225). 

Selon cette methode, la synthese des conjugues repose sur la 
synthese des sequences d'acides amines des boulces extracellulaires des 
45 peptides des conjugues sur support solide selon la strategie Boc/benzyle, 
puis un alongement en position N- et/ou C-terminale par un ou plusieurs 
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residus d'acides amines pour permettre I'association aux molecules d'acide 
gras de chaTne carbonee comprise entre C12 et C24, suivi d'une etape de 
deprotection des fonctions amines des lysines N et C-terminales afin de les 
coupler avec les acides gras a chaTne carbonee comprise entre C12 et 
5 C24. L'etape finale est le clivage par un acide fort, tel que I'acide 
fluorhydrique anhydre, des conjugues synthetises sur support solide, tel 
qu'une resine. 

Cette methode de synthese amelioree permet une production plus 
10 efficace de certains acides amines en evitant leur implication dans des 
reactions de terminaison precoce. 

L'association desdits peptides aux acides gras peut etre realisee soit 
en position N-terminale ou alternativement soit en position C-terminale. 
15 Avantageusement, dans les conjugues, l'association des peptides 

aux acides gras est realisee en position N-terminale et C-terminale des 
sequences peptidiques, en particulier pour donner des sequences 
tetrapalmitoylees. 

20 Alternativement ou cumulativement, on peut envisager d'associer 

des acides gras a des residus internes dans la sequence peptidique. 

Chaque peptide de la composition immunogene peut §tre associe a 
plusieurs molecules d'acide gras par le biais d'une ou de plusieurs 
25 molecules de PEG. 

Les conjugues obtenus sont ensuite presentes a la surface des 
liposomes. 

Optionnellement, les conjugues une fois synthetises sont purifies, 
30 par exemple par RP-HPLC ou chromatographie liquide a haute 
performance a polarite de phase inversee. Cette etape de purification est 
rendue delicate en raison de la presence de chame lipidique qui entraine 
un elargissement des pics chromatographiques et des problemes de 
solubilite. L'isolement du produit attendu, des impuretes formees lors de 
35 I'elongation du peptide peut etre delicat et conduire a des rendements 
faibles. En outre, la purification peut etre difficile dans la mesure ou I'acide 
gras est situe en position C-terminale. En effet, dans ce cas le produit 
desire mais aussi les impuretes portent la partie lipophile a I'origine des 
difficultes chromatographiques. De plus, comme cette strategie fait 
40 intervenir en fin de synthese une etape de coupure et de deprotection en 
milieu fort, ce traitement limite le choix de la partie lipophile (Deprez et coll. 
1996. Vaccine 14(5) : 375-382 ; Stober et coll. (1997) Bioorg. Med. Chem. 
5(1) : 75-83). 

45 La presentation a la surface des liposomes des conjugues obtenus 

est ensuite obtenue de maniere mecanique. En effet, les conjugues 
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melanges aux liposomes s'enchassent au sein de la membrane 
phospholipidique des liposomes a I'aide de leurs doubles chames 
lipidiques. 

5 La presente invention concerne egalement la mise en oeuvre de 

cette composition dans des methodes d'immunisation selon invention. 

La presente invention porte done sur une methode d'immunisation 
comprenant une premiere administration, notamment par injection de la 
composition immunogene selon invention, et une administration de rappel 

10 de ladite composition (ou booster) par exemple de deux injections 
successives. Les injections de rappel, exposant plusieurs fois le meme 
antigene, induisent une reponse immunitaire secondaire forte. L'exposition 
repetee de peptides derives des boucles extracellulaires de la proteine P- 
170 aupres du systeme immunitaire induit une memoire immunologique 

15 ainsi que des reponses secondaires ulterieures rapides et elevees en titre 
d'anticorps. 

Plus particulierement, dans la presente methode d'immunisation les 
injections chez I'humain sont realisees a 1 mois d'intervalle. 

Selon un mode de realisation, I'immunisation par la composition 

20 selon I'invention peut etre mise en oeuvre de maniere concomitante ou 
precedent un traitement anticancereux administre a un patient. 

De preference, ('immunisation precede le traitement de 
chimiotherapie afin de prevenir et anticiper I'apparition d'un phenotype de 
resistance multidrogues chez le patient. Ce plan de traitement sera prefere 

25 a une immunisation concomitante aux traitements chimiotherapeutiques 
lorsque le diagnostic et ('evolution du cancer permettent une prise en 
charge therapeutique curative (chimiotherapie) decalee d'au moins 30 jours 
a compter de la date de diagnostic. Une prise en charge tardive du cancer 
n'empeche pas ('utilisation de la methode d'immunisation par la 

30 composition de la presente invention. En effet, I'association dans le meme 
temps du traitement anticancereux et de I'immunisation par ladite 
composition immunogene induit neanmoins une reponse immunitaire pour 
la production d'auto-anticorps anti-P-170 ayant un effet curatif ou palliatif 
sur I'apparition du phenotype de resistance multidrogues. L'effet curatif de 

35 I'immunisation par la presente composition s'illustre par une reversion du 
phenotype de resistance multidrogues. Dans le contexte de I'invention, 
I'expression « reversion » du phenotype de resistance multidrogues 
designe le passage d'un phenotype de resistance multidrogues a un 
phenotype dit sensible aux traitements chimiotherapeutiques. 

40 Par « chimiotherapie », « anticancereux » ou « drogues 

chimiotherapeutiques », I'on entend au sens de la presente invention, tout 
traitement curatif ou palliatif de tumeurs primaires ou secondaires a base 
d'agents cytotoxiques. La chimiotherapie requiert generalement plusieurs 
cycles de traitement. 

45 Dans le cadre d'une methode d'immunisation precedent le traitement 

de chimiotherapie, la mise en oeuvre de la premiere injection de la 
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composition selon ia presente invention precede d'au mains 60 jours, de 
preference 63 et 67 jours, le debut du traitement chimiotherapeutique. 

Les compositions selon I'invention sont administrates par voie 
topique, par voie systemique {oraie, nasale et autres voies muqueuses) 
5 et/ou par voie parenteral (intraveineuse, sous-cutanee, intramusculaire ou 
intra-peritoneale) ou par combinaison de ces voies et induisent 
effectivement un reponse immune protectrice contre la resistance 
multidrogues. La composition est formulee de maniere a permettre une 
administration aisee par les diverses voies ci-dessus. En particuiier, le 
1.0 choix des composes auxiliaires (agent mouillant, emulsifiant ou tampon) est 
dicta par le mode d'administration choisi. 

Avantageusement, I'immunisafion est realisee grace a une 
administration par voie intramusculaire et intra-peritoneale respectivement 
chez I'homme et chez la souris. 

15 

Un des objets de la presente invention concerne egalement la mise 
a disposition d'un anticorps, en particuiier un auto-anticorps, induit contre la 
P-170 humaine ou murine, qui se tie de facon speciftque aux peptides des 
conjugues selon I'invention. 
20 Cet anticorps peut etre un anticorps polyclonal ou monoclonal, 

selectionne parmi le groupe comprenant les isotypes lgG1, lgG2, lgG3 et 
un IgM. En particuiier I'anticorps lg2 peut etre du sous type 2a ou 2b. 

La presente invention port© en outre sur une composition 
25 immunogene comprenant d'une part un vehicule et d'autre part des 
conjugues comprenant au moins un peptide derive de la boucle 
extra cellulaire 1 de la proteine P-170 permettant ('induction d'anticorps anti- 
mppl, chaque peptide etant associe a plusieurs molecules d'acide gras de 
chaine carbonee comprise entre C12 et C24 lesdits conjugues presentant 
30 tout ou partie de la conformation de la boucle extracellulaire 1 de la 
proteine P-170, pour la reversion de la resistance multidrogues 
apparaissant chez un patient atteint d'un cancer. 

Cette composition est particulierement adaptee aux traitements des 
tumeurs solides exprimant le gene MDR1 codant pour la proteine P-170 
35 humaine. 

La presente invention concerne egalement I'utillsation de la 
composition immunogene selon I'invention pour la fabrication d'un vacoin 
destine au traitement et/ou la prevention d'une resistance multidrogues 

40 apparaissant chez un patient atteint d'un cancer. Le cancer tel qu'envisage 
sera un cancer du rein, du foie, du colon, de I'intestin, de la prostate, du 
sein, de la vessie, du cerveau, du sang (leucemie) et/ou des tissus 
medulatres (myelome). II pourra egalement etre une tumeur solide 
exprimant le gene MDR1 codant pour la proteine P-170 humaine. 

45 ^utilisation de la composition immunogene pourra aussi se faire en 
association avec un traitement anticancereux. 
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En particulier, il est prevu lors des phases cliniques l/l I d'utiliser le 
present vaccin chez des patients porteurs de tumeurs solides, en particulier 
les cancers exprimant le gene MDR1 codant pour la proteine P-170 
5 humaine, de type cancer du rein, du foie, du colon, de I'intestin, de la 
prostate, du sein, de la vessie, du cerveau, du sang (leiicemie) et/ou des 
tissus medulaires (myelome). Les patients choisis pour cette etude clinique 
seront selectionnes sur des criteres de non-immunodepression et de 
tolerance a un traitement standard. Parallelement a ces essais, sera 
10 effectuee une etude pharmacodynamique et de tolerance chez ces memes 
patients. 

Enfin, la composition selon la presente invention sera utilisee 
directement chez des patients exprimant spontanement une resistance 
15 multidrogues afin d'evaluer cliniquement chez I'homme le taux de reversion 
du phenotype de resistance multidrogues. 

La presente invention comprend egalement une methode de 
traitement et/ou de prevention d'une resistance multidrogues apparaissant 
20 chez un patient atteint d'un cancer, en particulier un cancer atteignat le 
rein, le foie, le colon, I'intestin, la prostate, le sein, la vessie, le cerveau, le 
sang (leucemie) et/ou les tissus medulaires (myelome) comprenant 
I'administration de la composition immunogene telle que decrite. 

25 Le cancer particulierement vise par le traitement tel que decrit est 

une tumeur solide exprimant le gene MDR1 codant pour la proteine P-170 
humaine. 

Finalement, un kit d'exploitation de la composition immunogene 
30 comprenant la composition immunogene selon invention et, 
optionnellement, des reactifs et/ou des instructions d'utilisation est 
egalement envisage. 


35 Exemples 

1-1 Preparation des coniuques formes par liaison covalente entre la 
region peptidique et les molecules d'acide gras de chaTne carbonee 
comprise entre C12 et C24. 

40 La synthese des peptides peut etre realisee sur un synthetiseur de 

peptides, par exemple un synthetiseur « Applied Biosystem 430A» en 
utilisant le (13,14) tertiobutyloxycarbonyl/benzyl et in situ une activation par 
le (N- [ (1H - benzotriazol - 1 - yl) (dimethylamino) methylene] - N - 
methylmethanaminium hexafluorophosphate N-oxyde (Scholzer M. et al 

45 Science 1992, 256 (5054) : 221-225), puis couples de facon covalente avec 
quatre molecules d'acides palmitique par molecule de peptide (figure 1). 
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Une methode de synthese amelioree permettant une production plus 
efficace de certains acides amines en evitant leur implication dans des 
reactions de terminaison preeoce a ete developpee. Ceci est 
particulierement interessant dans le cas de mpp1 du fait de sa longueur (43 
5 acides amines). Les peptides murins mpp1, mpp2 et mpp4 ont notamment 
ete synthetises et les resultats de la synthese (analyse de la sequence des 
peptides, masse moleculaire, et purete) ont ete rapportes au Tableau 1 
supra, chaque peptide ayant ete controle pour sa sequence par analyse 
des acides amines apres hydrolyse acide totale, pour sa masse moleculaire 

10 par analyse de spectrometrie de masse et pour sa purete par HPLC. 

Selon cette methode, la synthese des conjugues repose sur 
I'elaboration sur resine de la sequence peptidique voulue, puis la 
deprotection des fonctions amines des lysines N et C-terminales afin de les 
coupler avec les acides gras a chaTne carbonee comprise entre C12 et 

15 C24. L'etape finale est le clivage par I'acide fluorhydrique anhydre. Les 
conjugues ont ete obtenus en utilisant la strategie Boc/benzyle. L'approche 
optimale consiste a elaborer la sequence peptidique sur la phase solide 
puis a coupler un acide gras active sur une fonction amine (ou thiol) 
deprotegee selectivement. Si I'acide gras est introduit a I'extremite N- 

20 terminate, le peptide ne necessite pas d'amenagements fonctionnels 
particuliers. Par contre I'introduction de I'acide gras en position C-terminale 
s'effectue en general sur la fonction amino e d'une chaine laterale de lysine. 
En strategie Boc/benzyle, il est necessaire d'introduire I'acide amine Boc-L- 
Lys(Fmoc)-OH lors de la synthese du peptide. Apres avoir elabore toute la 

25 sequence, la fonction amino est deprotegee puis acylee avec I'acide gras 
de chaine carbonee comprise entre C12 et C24. Le conjugue est enfin 
deprotege et coupe de la resine en presence d'un acide fort, I'acide 
fluorhydrique anhydrique (Figure 2). 

30 I-2 Evaluation du deqre d'immunogenicite des peptides couples a 

deux ou quatre acides gras de chaine carbonee comprise entre C12 et C24 

Afin de progresser dans la comprehension du degre 
d'immunogenicite des conjugues selon I'invention, deux types de conjugues 

35 ont ete fabriques et testes. Le premier type de conjugues correspond aux 
sequences synthetiques des peptides derives des boucles extracellulaires 
de la proteine P-170 murine, couplees de facon covalente a quatre 
molecules d'acide gras, par molecule de peptide, de chaine carbonee 
comprise entre C12 et C24. Le second type de conjugues est forme d'un 

40 peptide couple seulement a deux molecules d'acide gras. Cette etude est 
illustree a I'aide d'un exemple specifique de conjugues dipalmitoyles et 
tetrapalmitoyles. 

Le tableau III decrit les sequences des conjugues di- et 
tetrapalmitoyles correspondant aux boucles 1, 2 et 4 de la proteine P-170 
45 murine ainsi que leur capacite immunogene mesuree a I'aide de la 
detection des anticorps par la technique de Dot Blot ainsi que le titre en 
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anticorps par unites de fluorescence. On observe que les souris ayant regu 
des liposomes contenant des conjugues avec deux residus palmityls ne 
montrent pas de response immunitaire a I'exception du mpp'4, 
correspondant a la boucle 4 de la proteine P-170 murine. Le titre en 
5 anticorps induit par ce conjugue est toutefois quatre fois inferieur au titre 
induit par mpp4, soit la meme sequence couplee a quatre residus palmityls. 
Les conjugues mpp4 et mpp2 engendrent une reponse immunitaire avec un 
titre en anticorps proche de 400 unites de fluorescence. Dans le cadre de la 
premiere synthese peptidique aucun anticorps n'a ete detecte suite a 

10- I'injection du conjugue mpp1 correspondant a la sequence acide amine la 
plus longue, ce qui pouvait resulter de la synthese peptidique. En effet, la 
synthese de cette boucle est tres dure et longue puisqu'il existe de 
nombreuses terminaisons chimiques possibles.ou de repontage chimique 
ce qui pourrait expliquer le manque de reponse immunitaire de ce premier 

15 lot de peptides. Pour les essais de vaccination des animaux, il a done ete 
precede a une nouvelle synthese des peptides, notamment de la boucle 1. 

Au vu de ces resultats, le modeie couplant chaque molecule de 
peptides a quatre molecules d'acide gras de chaTne carbonee comprise 
entre C12 et C24 renforce la capacite immunogene desdits conjugues 

20 incorpores dans la membrane des liposomes dans la composition 
immunogene selon I'invention (Figure 1). La structure tertiaire induite par 
les interactions hydrophobes aux extremites N et C terminales joue done un 
role pour I'induction d'une reponse immunitaire humorale importante et 
specifique. Ces interactions de type hydrophobe sont assez fortes pour 

25 creer une conformation en boucle definie comme etant la structure tertiaire 
equivalente de la structure naturelle des boucles extracellulaires de la 
proteine P-170. Cette conformation « naturelle » se retrouve exposee de 
facon stable a la surface du vehicule, de preference a la surface des 
liposomes, dans le cas des conjugues couples a quatre residus d'acide 

30 gras en C12 a C24 par molecule de peptides. La diminution par un facteur 
deux de ces interactions hydrophobes peut etre insuffisante pour obtenir la 
structure « naturelle » conduisant a une inhibition presque totale du 
potentiel antigenique des conjugues selon I'invention. 

35 


Tableau III : 


Nom des 

Sequences en acides amines 

Nombre de 

Detection 

Titre en Ac 

conjugues 


chames 

des 

unites de 



palmityl 

anticorps 

fluorescence 




par Dot 





Blot 


mpp1 

K-G-GNMTDSFTKAEASILPS 

4 


<10 


ITNQSGPNSTLIISNSSLEEE- 





G-K-K-NH 2 




mpp'la 

G-GNMTDSFTKAEAS-G-K-NH2 

2 

pas teste 

pas teste 

mpp'lb 

G-LPSITNQSGPNS-G-K-NH2 

2 


<10 

mpp'lc 

G-TLI1SNSSLEEE-G-K-NH2 

2 


<10 
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mpp'2 

G-KVLTSFTNKELQAYAK-G-K- 

2 


<10 


NH2 



mpp2 

K-G-KVLTSFTNKELQAYAK-G- 

4 

+ 

360 

K-K-NH2 



mpp'4 

G-SRDDDMETKRQNEN-G-K- 
NH2 

2 

+ 

100 

mpp4 

K-G-SRDDDMETKRQNEN-G-K- 

K-NH2 

4 

+ 

400 


I-3 Preparations vaccinales 

5 Les compositions immunogenes preparees comprennent : 

Lp1 : conjugues, liposomes (DPMC, DPMG, cholesterol) 
Lp2 : liposomes (DPMC, DPMG, cholesterol) 
Lp3 : liposomes (DPMC, DPMG, cholesterol), MPLA, conjugues 
Lp4 : conjugues. 

10 

Les liposomes presentent a leur surface les trois conjugues mpp1, 
mpp2 et mpp3 ajoutes dans un rapport molaire de 1 :250 avec les 
phospholipides. Les solvants organiques permettant I'homogeneisation de 
cet ensemble sont evapores, le film resultant, apres hydratation avec du 

15 PBS ph=7,4 sterile est ajuste a une concentration finale en phospholipides 
de 4mM. Enfin, les liposomes en suspension sont au moment de 
I'immunisation melanges a de I'Alum sterile (Pasteur Merieux) dans un 
rapport volumique. Les preparations vaccinales injectees aux animaux 
correspondent done aux compositions immunogenes Lp1, Lp2, Lp3 et Lp4 

20 dans des formulations comprenant I'alum comme adjuvant de I'immunite, 
I'alum etant en outre capable de prolonger la duree d'absorption du vaccin. 

I-4 Animaux 

25 Les etudes ont ete realisees sur des souris B6D2F1 femelles agees 

de 6 a 10 semaines et issues de croisements entre des femelles C57B1/6 
et des males DBA/2 (Charles River Laboratories). Les souris, objet de 
1'experimentation, pesent entre 19 et 22g. Les prelevements sanguins chez 
I'animal sont realises, 7 a 12 jours apres I'immunisation, au niveau du sinus 

30 retro-orbital. 


I-5 Protocole d'immunisation 

35 

Les souris ont ete immunisees trois fois a deux semaines d'intervalle 
par injection intra-peritoneale, avec 200pl de composition vaccinale. Ce 
protocole experimental est conduit pour les quatre preparations sur des 
groupes de neuf souris B6D2F1 (Iffa Credo L'Arbresle, France). 
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Pour quantifier par Dot Blot les differentes immunoglobulines 
induites par la vaccination, on a preleve pour chaque souris, 100ul de sang 
au sinus retro-orbital, un jour avant le rappel et 15 jours apres la derniere 
injection. Chaque echantillon de sang a ensuite ete centrifuge et le serum 
5 isole a ete utilise pour la quantification. 

I-6 Agents anticancereux 

La doxorubicine (Dox) (Sigma) et la vinblastine (VLB) sont utilisees 
en tant qu'agents anticancereux dans le protocole de modele in vivo 
d'induction de tumeurs solides et de chimiotherapie apres immunisation. 

La doxorubicine est le chef de file des antineoplasiques 
cytostatiques de la famille des anthracyclines, elle est done largement 
utilisee seule ou en association dans le traitement de nombreuses tumeurs. 
Le mode d'action principal de la doxorubicine semble etre au niveau de 
I'inhibition de I'ADN topoisomerase II. Mais comme tous les medicaments 
anticancereux, la doxorubicine presente des effets secondaires en 
particulier d'ordre hematologique, digestif, inflammatoire et surtout toxicite 
cardiaque qui en limite I'usage dans les traitements chimiotherapeutiques. 
La solution de doxorubicine est utilisee a une concentration de 10' 3 mol/l 
dans les presentes experimentations. 

La vinblastine est un vinca alcaloi'de couramment utilise en 
therapeutique en tant qu'agent bloquant les mitoses cellulaires en 
metaphase, d'ou son nom de poison du fuseau mitotique. La vinblastine tue 
done preferentiellement les cellules qui se divisent rapidement, elle est 
done particulierement appropriee pour le traitement du cancer des 
testicules et le sarcome de Kaposi. Neanmoins, les manifestations toxiques 
de la vinblastine sont nombreuses et variees, la principale de ces 
manifestations etant la toxicite sanguine. Enfin, la solution de vinblastine 
est utilisee a une concentration de 10~ 2 mol/l dans les essais experimentaux 
de la presente invention. 

. I-7 Modele in vivo d'induction de tumeurs solides 

35 La lignee cellulaire B16R, originaire d'un melanome murin et 

selectionnee pour sa resistance a la doxorubicine, a ete choisie dans la 
presente invention pour le developpement de tumeurs solides. Les cellules 
B16R sont cultivees in vitro, recoltees en phase exponentielle de 
croissance et nettoyees avec un tampon salin phosphate (PBS) avant leur 

40 administration par injection sous cutanee dans le flanc arriere de la souris. 
Le volume d'injection est de 50ul d'une suspension de 1.10 6 cellules B16R 
en NaCI 0.85% (Candido KA et al Cancer Res 2001, 61 (1) :228-236). Les 
souris developpent un melanome de taille moyenne de 2.0g ± 1.2g dans 
une periode comprise entre 22 et 24 jours apres inoculation de cellules 

45 cancereuses. 


15 


20 


25 
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Apres developpement tumoral, la lignee B16R s'est confirmee 
resistante aux traitements chimiotherapeutiques avec la doxorubicine. Des 
lors les conditions experimentales precedentes ont servi de modele pour 
induire une tumeur solide a partir de cellules P388R murines (cellules de 
5 neoplasme lymphoide murin caracterisees et utilisees comme cellules de 
reference pour leurs proprietes MDR - Kohls WD. et al Cancer Res 1986 
Sep, 46(9) :4352-6) resistantes egalement a la doxorubicine . 

D'autres cellules tumorales peuvent etre mises en ceuvre des lors 
qu'elles presentent une resistance a la chimiotherapie testee. 

10 

1-8 Protocole de chimiotherapie apres immunisation 

Un protocole de chimiotherapie utilisant deux agents anticancereux, 
15 la vinblastine et la doxorubicine, a ete etabli tel que decrit Figure 3. Le 
traitement chimiotherapeutique des souris prealablement immunisees avec 
les preparations vaccinates Lp1 et Lp2 debute un jour apres I'injection 
sous-cutanee de 10 6 cellules cancereuses P388R (jour 0), par une injection 
hebdomadaire de doxorubicine a la dose de 5,5 mg/kg (jours 1, 10 et 22) 
20 suivi de I'injection alternee de vinblastine a la dose de 2,5mg/kg (jours 4 et 
14). Pendant cette periode la prise de nourriture, d'eau et le poids des 
souris ainsi que leur survie ont ete enregistres. Avant I'injection avec les 
cellules P388R, des echantillons de serum de souris ont ete preleves 
pendant une periode comprise entre 15 et 45 jours apres I'immunisation, 
25 pour quantifier les anticorps anti-P170 et controler leur activite. 

I-9 Analyse de la reponse immunitaire par Dot-Blot 

Les conjugues selon ('invention servant de molecules antigeniques, 

30 dilues dans du PBS, sont dans un premier temps deposes a temperature 
ambiante sur les membranes de nitrocellulose. Au bout de 30 minutes, ces 
molecules antigeniques sont bloquees avec 3ml d'une solution contenant 
du PBS-5% lait ecreme. Les membranes sont incubees pendant 2 heures, 
a temperature ambiante, sans lavage, avec 24ul de serum murin dilue 

35 prealablement volume a volume avec du PBS, dans 2ml de PBS contenant 
1% de lait ecreme et 0,1% de tween 20. Ledit serum murin a ete preleve 
dans une periode de 15 a 45 jours apres la troisieme immunisation. Apres 
trois lavages en PBS-1% lait ecreme-0.1% tween 20, les membranes sont 
sequentiellement incubees pendant 1 heure a temperature ambiante, dans 

40 3ml de PBS-1 % lait ecreme-0.1 % tween 20 contenant I'anticorps anti-souris 
peroxydase secondaire dilue au 1/3000 6me , puis apres 2 lavages, dans 3ml 
de PBS-1% lait ecreme-0.1% tween 20. Les membranes sont ensuite 
lavees une fois 10 minutes dans du PBS seul et gardees une nuit au 
refrigerateur a 4°C dans 500ul de PBS. Un substrat pour la peroxydase 

45 chimioluminescence (kit ECL™, AMERSHAM Pharmacie Biotech) est 
depose a la surface des membranes (0.125ml/cm 2 ), et laisse pendant une 
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minute, puis les membranes sont egouttees et placees en cassette 
« froide » entre 2 films Saran®. Les membranes sont immediatement 
exposees en autoradiographic, la lumiere emise resultant de la reaction 
d'oxydation du luminol par la peroxydase etant collectee sur des films 
5 KODAK X-OMAT avec des temps variants de quelques minutes a 1 heure 
selon 1'importance du signal. Les titres en anticorps sont estimes a I'aide 
d'un densitometre adapte au systeme supra. La sensibilite de la reaction de 
chimioluminescence presente un seuil de detection des anticorps induits 
evaluee a 0,2ng/ml dans ces conditions experimentales. 
10 Les protocoles des experimentations pour evaluer la reponse 

immunitaire in vivo chez les souris immunisees par les preparations 
vaccinales decrites supra utilisent des anticorps anti-mppl, mpp2, mpp4 
ainsi que des anticorps secondaires anti-murin specifiques Ig (M, G3, G2a, 
G2b, G1). 

15 

1-1 0 Reponse immunitaire in vivo chez les souris B6D2F1 
immunisees par les preparations vaccinales 

La reponse immunitaire des souris B6D2F1 immunisees par le 
20 vaccin controle Lp2 est predominant^ en anticorps IgM. La concentration 
des anticorps IgM reste constante au cours des trois immunisations 
temoignant d'une reponse immunitaire de type aspecifique polyclonal due 
a la presence de MPLA. La valeur des anticorps IgM a ete soustraite a celle 
trouvee dans les serums de souris immunisees par le vaccin Lp1 (Figure 
25 4). 

Les souris immunisees par la preparation vaccinale Lp4 presentent 
des anticorps IgM anti-mppl, anti-mpp2 et anti-mpp3 suite a la premiere 
immunisation. Cette quantite d'anticorps IgM diminue jusqu'a disparaTtre 
suite a la troisieme immunisation pour laisser apparaTtre une reponse 

30 immunitaire preponderante en anticorps lgG1 (Figure 5). 

L'immunisation des souris par le vaccin Lp3 induit I'expression 
d'anticorps IgM apres la premiere injection. Le titre en anticorps IgM 
diminue apres la deuxieme immunisation, periode pendant laquelle la 
reponse immunitaire devient preponderante en anticorps lgG2b. Apres la 

35 troisieme injection le titre en anticorps lgG1 est maximal, en outre cette 
reponse immunitaire est positive pour les trois conjugues, le conjugue 
mpp2 etant le plus immunogene (Figure 6). 

L'immunisation des souris par la preparation vaccinale Lp1 induit 
I'apparition predominant^ d'anticorps IgM dirige contre les boucles 

40 extracellulaires 1, 2 et 4 de la proteine P-170. La quantite d'anticorps IgM 
diminue au cours des deuxieme et troisieme immunisations pour laisser 
apparaTtre une reponse immunitaire preponderante en anticorps IgG anti- 
mpp2. Les titres an anticorps lgG3, lgG2a et lgG2b sont environ deux a 
trois fois superieurs a la valeur basale alors que le titre en anticorps lgG1 

45 est cinq fois plus important (Figure 7). 
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On observe, par comparaison des quantities d'anticorps lgG1, que le 
conjugue mpp2 est respectivement 2.6 et 2 fois plus immunogene que les 
conjugues mpp1 et mpp4. De plus, on constate que la preparation 
vaccinale Lp1 induit la plus forte reponse immunitaire globale, soit les 
isotypes (IgM, G3, G2a, G2b, G1) correspondant a chacune des boucles 
extracellulaires 1 , 2 et 4 confondues. 

Les titres en anticorps induits par le conjugue mpp1 sont significatifs 
et comparables en valeur aux titres en anticorps detectes pour les 
conjugues mpp2 et mpp4 contrairement aux resultats observes avec Tosi 
et coll. (1995. Biochemical and biophysical research communications 
212(2) : 494-500). 

Apres avoir determine la preparation vaccinale Lp1 comme ayant le 
meilleur pouvoir immunogene, son innocuite a ete controlee sur une 
periode de 18 mois apres la derniere immunisation. Les souris immunisees 
ne presentent pas de variations de poids significatives par rapport aux 
souris immunisees par le vaccin controle Lp2. De plus, aucune modification 
comportementale, par exemple eu egard a la vigilance ou a I'appetit, n'a 
ete observee chez les animaux vaccines avec la preparation vaccinale Lp1. 
Enfin, des analyses histopathologiques des organes exprimant de facon 
naturelle la proteine P-170 (rate, foie, reins, glandes surrenales, pancreas, 
oyaires, cceur et poumons) ont demontre I'absence de toxicite induite et/ou 
d'auto-immunite chez les souris immunisees par la preparation vaccinale 
Lpl En effet, les seules lesions observables en position intra peritoneales 
et en peripherie des organes (foie, pancreas, rate et ovaires) ont ete 
attributes exclusivement a I'utilisation d'Alum dans la composition 
immunogene. Des analyses complementaires sur la recherche de I'agent 
d'induction des lesions observees ont confirme ce resultat. 

1-1 1 Evaluation in vivo de I'activite anti-chimioresistance associee a 
I'immunisation par la preparation vaccinale Lp1 

L'etude in vivo de revolution du phenotype de resistance 
multidrogues chez les souris immunisees par les preparations vaccinales 
Lp1 et Lp2 (controle) a ete initiee suivant un protocole d'induction de 
tumeurs solides suivi du plan de traitement chimiotherapeutique. Le 
traitement anticancereux debute 1 jour apres I'inoculation des cellules 
cancereuses. 

Prealablement a I'injection des cellules P 388R aux souris 
immunisees, les titres en anticorps dans les serums des souris immunisees 
avec la preparation vaccinale Lp1 ont ete determines : respectivement 
100%, 40% et 80% des serums presentment des anticorps de type lgG1 
anti-mpp1, 2 et 4 avec une valeur moyenne de 0,3, 0,21 et 0,33 ug/ml (1U 
correspond a 0,2ug/ml). 

Le temps de survie des souris immunisees par le vaccin Lp1 et Lp2 
a ete represente en fonction du temps (Figure 8). 
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Les resultats graphiques montrent que le temps moyen de survie du 
groupe de souris immunisees par Lp1 est de 39 jours alors que dans le 
groupe vaccine par la preparation Lp2, il est de 22 jours. Les souris 
immunisees par la preparation vaccinale Lp1 de facon preventive ont done 
5 une augmentation de 77% du temps moyen de survie par rapport au 
controle. 

Dans le groupe Lp2, on a observe pour Tune des souris, un temps 
de survie de 70 jours. 

Cette augmentation de 77% du temps de survie est observee alors 

10 meme que le traitement chimiotherapeutique en tant que tel n'a ete 
administre que 22 jours a compter de 1'injection des cellules cancereuses 
resistantes. Or, on observe que le taux de survie chute a compter de la fin 
de I'administration des anticancereux, en consequence on peut en deduire 
qu'une reversion complete serait observee si le traitement 

15 chimiotherapeutique se poursuivait sachant que seul ce dernier a un effet 
curatif contrairement aux auto-anticorps obtenus chez le patient immunise 
par la composition selon la presente invention. 

Ces resultats sont tres prometteurs puisque les meilleurs resultats 
publies obtenus dans le traitement de la resistance multidrogues avec le 

20 meme modele de cancer decrivaient une augmentation de survie de 49% 
chez des souris traitees par le S9788 aux doses de 100mg/kg/jour (Pierre 
et coll. 1992. Invest New Drug. 10 : 137-148). De plus, Yang et coll. (1999. 
BBRC. 266: 167-173) ont observe, avec la meme lignee cellulaire, une 
augmentation de survie de 35% chez des souris traitees par la vincristine et 

25 la ciclosporine A. D'autres auteurs ont encore demontre que certains 
revertants comme le trans-flupenthixol peuvent accelerer la mortalite par 
une augmentation du potentiel invasif des cellules cancereuses. 

Cette augmentation du temps de survie est d'autant plus appreciable 
que les modeles experimentaux murins de cancers sont tres exigeants sur 

30 I'efficacite du traitement puisque des I'inoculation les cellules cancereuses 
ont un degre de resistance superieur a celui observe en clinique. Cette 
constatation implique que les agents de reversion soient actifs des 
I'injection des cellules cancereuses, or on note que ces agents sont 
generalement actifs a des concentrations cytotoxiques atteintes 

35 progressivement au cours du traitement. 

L'immunisation par la preparation vaccinale Lp1 induit chez les 
souris la formation d'auto-anticorps actifs capables d'inhiber in vivo 
rapidement et durablement la resistance a la chimiotherapie. 
L'immunisation par le vaccin Lp1 permet done d'inhiber rapidement la 

40 chimioresistance et de retablir in vivo I'activite des anticancereux chez les 
patients devenus refractaires au traitement chimiotherapeutique. Au cours 
d'experimentations complementaires, les auto-anticorps circulants chez les 
souris immunisees par la preparation Lp1 n'ont induit, aucune cytotoxicite, 
aucun developpement de lesions auto-immunes ni de majoration du 

45 potentiel invasif des cellules cancereuses. 
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Les descriptions qui precedent mettent en particulier en ceuvre des 
peptides de la proteine P170 murine. Les protocoles decrits sont cependant 
naturellement applicables de fagon similaire a la synthese de tout autre 
peptide, notamment ceux qui ont ete decrits ci-dessus pour la proteine 
P170 humaine. 
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Revendications 

1. Composition immunogene caracterisee en ce qu'elle 
comprend d'une part un vehicule et d'autre part, en tant que structure 

5 antigenique, des conjugues comprenant tout ou partie des sequences 

d'acides amines d'au moins un peptide derive d'une boucle 
extracellulaire de la proteine P-170, chaque peptide etant associe a au 
moins deux molecules d'acide gras de chaTne carbonee comprise entre 
C12 et C24 pour, dans des conditions d'administration appropriees, 
10 permettre induction d'anticorps anti-P-1 70. 

2. Composition immunogene selon la revendication 1, 
caracterisee en ce qu'elle permet I'induction d'anticorps anti-P-1 70 pour 
la. reversion de la resistance multidrogues apparaissant chez un patient 

15 atteint d'un cancer. 

3. Composition immunogene selon les revendications 1 et 2, 
caracterisee en ce que les conjugues comprennent tout ou partie des 
sequences d'acides amines d'au moins deux boucles extracellulaires de 

20 la proteine P-170. 

4. Composition immunogene selon les revendications 1 et 2, 
caracterisee en ce que les conjugues comprennent tout ou partie des 
sequences d'acides amines d'au moins trois boucles extracellulaires de 

25 la proteine P-170. 

5. Composition immunogene selon les revendications 1 a 4, 
dans laquelle les conjugues comprennent tout ou partie des sequences 
d'acides amines selectionnes parmi les peptides derives des boucles 

30 extracellulaires 1, 4 et 6 de la proteine P-170 humaine, lesdits 

conjugues permettant I'induction d'anticorps anti-P-1 70 humains (anti- 
hpp). 

6. Composition immunogene selon la revendication 5, dans 
35 laquelle les conjugues comprennent tout ou partie des sequences 

d'acides amines de peptides derives des boucles 1 de la proteine P-1 70 
humaine correspondent aux trois peptides, 1a, 1b et 1c, resultant de la 
coupure de ladite boucle 1 extracellulaire au niveau des sites de 
glycosylation. 

40 

7. Composition immunogene selon les revendications 1 a 4, 
dans laquelle les conjugues comprennent tout ou partie des sequences 
d'acides amines selectionnes parmi les peptides derives des boucles 
extracellulaires 1, 2 et 4 de la proteine P-170 murine, lesdits conjugues 

45 permettant I'induction d'anticorps anti-P-1 70 murins (anti-mpp). 
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8. Composition immunogene selon les revendications 1 a 6, 

caracterisee en ce que tout ou partie des sequences d'acides amines 
des peptides des conjugues sont respectivement choisis parmi les 
sequences d'acides amines suivantes : 
pour la boucle 1 : 

le peptide 1 SEQ ID NO 4: 
GEMTDIFANAGNLEDLLMSNITNRSDINDTGFF 
MNLEEDMTRYAYYYS 
ou le peptide 1a SEQ ID NO 5: 
GEMTDIFANAGNLEDLLMS 
ou le peptide 1b SEQ ID NO 6- 
NITNRSDINDTGFF 
ou le peptide 1c SEQ ID NO 7: 
MNLEEDMTRYAYYYS 
pour la boucle 4 : SEQ ID NO 8: FSRIIGVFTRIDDPETKRQNSNLFS 
: SEQ ID NO 10: FRFGAYLVAHKLMSFED 


pour la boucle ( 


et / ou leur combinaison 

9. Composition immunogene selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 8, caracterisee en ce que chaque conjugue 
comprend quatre molecules d'acide gras de chame carbonee comprise 
entre C12 et C24. 

10. Composition immunogene selon la revendication 9, 
caracterisee en ce que les molecules d'acide gras ne sont pas 
presentes sous forme monoinsatures et / ou polyinsatures. 

11. Composition immunogene selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 10, dans laquelle les conjugues sont 
tetrapalmitoyles. 

12. Composition immunogene selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 11 caracterisee en ce que les conjugues 
comprennent en outre une ou plusieurs molecules de PEG. 

13. Composition immunogene selon les revendications 1 a 12, 
caracterisee en ce que le vehicule choisi pour presenter les conjugues 
est choisi dans le groupe consistant en des liposomes, des proteines 
membranaires bacteriennes, des proteines Omp d'enterobacteries, des 
nanoparticules, des miscelles, des particules d'or, des microbilles et des 
virosomes. 

14. Composition immunogene selon la revendication 13, 
caracterisee en ce que le vehicule choisi consiste en des liposomes. 
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15. Composition immunogene selon la revendication 14, dans 
laquelle les conjugues et les liposomes sont dans un rapport molaire 
compris entre 1/10 et 1/1000, de preference de 1/250. 

16. Composition immunogene selon les revendications 14 et 15, 
dans laquelle les liposomes sont de preference obtenus par melange 
des phospholipides dimyristoylphosphatidylcholine (DPMC), 
dimyristoyphosphatidylglycerol (DPMG) et cholesterol. 

17. Composition immunogene selon la revendication 16, dans 
laquelle le melange de DPMC, DPMG et cholesterol est dans les 
proportions 0.9 :0.1 .0.7. 

18. Composition immunogene selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 17, comprenant en outre au moins un adjuvant. 

19. Composition immunogene selon la revendication 18, dans 
laquelle I'adjuvant est choisi dans le groupe consistant en de I'Alum, du 
phosphate de calcium, de I'interleukine 1, du monophosphoryl lipide A 
(MP LA) et/ou des microcapsules de proteines et de polysaccharides. 

20. Composition immunogene selon la revendication 19, dans 
laquelle I'adjuvant est de preference PAIurn. 

21. Peptides derives d'au moins une boucle extracellulaire de la 
proteine P-170 et permettant I'induction d'anticorps anti-P-170, 
caracterises en ce qu'ils sont respectivement choisis parmi les 
sequences d'acides amines suivantes : 

SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 4 SEQ ID NO 
5, SEQ ID NO 6, SEQ ID NO 7, SEQ ID NO 8, SEQ ID NO 9 SEQ ID 
NO 10, SEQ ID NO 11, SEQ ID NO 12, SEQ ID NO 13 SEQ ID NO 14 
SEQ ID NO 15, SEQ ID NO 16 et SEQ ID NO 17 


22. Methode de preparation de la composition immunogene selon 
les revendications 1 a 20 comprenant les etapes de: 

a) synthese des sequences d'acides amines des boucles 
extracellulaires des peptides des conjugues sur support solide selon 
la strategie Boc/benzyle, 

b) alongement des peptides des conjugues en position N- et/ou C- 
terminale par un ou plusieurs residus d'acides amines pour 
permettre I'association aux molecules d'acides gras, 

c) deprotection des fonctions amines des lysines N- et C-terminales 
afin de les coupler avec les acides gras, 

d) clivage par un acide fort des conjugues synthetases sur support 
solide, 


e) et optionnellement, purification des conjugu&s, 

23. Methode de preparation de la composition immunogene selon 
la revendication 22 caracterisee en ce que I'association des peptides 
aux molecules d'acides gras implique alternativement a I'association en 
position N- et/ou C-terminale une association a des residue d'acides 
amines internes de la sequence de peptides. 

24. Methode de preparation de la composition immunogene selon 
les revendications 22 et 23, caractdrisee en ce que le support solide est 
une resine. 

25. Methode de preparation de la composition immunogene selon 
la revendications 22 a 24, caraderisee en ce qu'en outre chaque 
peptide est associe a plusieurs molecules d'acide gras par le biais d'une 
ou de plusieurs molecules de PEG. 

26. Methode de preparation de la composition immunogene selon 
la revendications 22 a 25 caracterisee en ce que les conjugues obtenus 
sont ensuite presentes a la surface des liposomes, 

27. Methode d'immunisation caracterisee en ce qu'elle comprend 
une premiere administration, de la composition immunogene selon les 
revendications 1 a 20, et une administration de rappel de ladite 
composition immunogene. 

28. Methode d'immunisation selon la revendication 27, 
caracterisee en ce la methode d'immunisation est mise en ceuvre de 
maniere concomitante ou precedent un traitement anticancereux. 

29. Anticorps induit contre la P-170 humaine ou murine 
caracterise en ce qu'il se lie de facon specifique aux peptides des 
conjugues de la revendication 21. 

30. L'anticorps selon la revendication 29, caracterise en que ledit 
anticorps est un anticorps polyclonal. 

31. L'anticorps selon la revendication 29, caracterise en que ledit 
anticorps est un anticorps monoclonal. 

32. L'anticorps selon les revendications 29 a 31 , caracterise en ce 
qu'il est setectionne parmi le groupe comprenant les isotypes |gG1 
lgG2, lgG3 et un IgM. 

33. L'anticorps selon la revendication 32, caracterise en que 
l'anticorps Ig2 est du sous type 2a ou 2b. 


RECTIFIED SHEET (RULE 91) 
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34. Utilisation de la composition immunogene selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 20, pour la fabrication d'un vaccin 
destine au traitement et/ou la prevention d'une resistance multidrogues 

. 5 apparaissant chez un patient atteint d'un cancer. 

35. Utilisation de ia composition immunogene selon la 
revendication 34, dans laquelle le cancer atteint le rein, le foie, le colon, 
I'intestin, la prostate, le sein, la vessie, le cerveau, le sang (leucemie) 

10 et/ou les tissus medulaires (myelome). 

36. Utilisation de la composition immunogene selon la 
revendication 34 caracterisee en ce que le cancer est une tumeur solide 
exprimant le gene MDR1 codantpour la proteine P-170 humaine. 

15 

37. Utilisation de la composition immunogene selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 20, en association avec un 
traitement anticancereux. . 

20 38. Methode de traitement et/ou de prevention d'une resistance 

multidrogues apparaissant chez un patient atteint d'un cancer 
comprenant I'administration de la composition immunogene suivant 
I'une quelconque des revendications 1 a 20. 

25 39. Methode de traitement et/ou de prevention selon la 

revendication 38, dans laquelle le cancer atteint le rein, le foie, le colon, 
I'intestin, la prostate, le sein, la vessie, le cerveau, le sang (leucemie) 
et/ou les tissus medulaires (myelome). 

30 40. Methode de traitement et/ou de prevention selon la 

revendication 38, caracterisee en ce que le cancer est une tumeur 
solide exprimant le gene MDR1 codant pour la proteine P-170 humaine. 


35 


41 . Kit d'exploitation de la composition immunogene comprenant 
la composition immunogene selon les revendications 1 a 20, et, 
optionnellement, des reactifs et/ou des instructions d'utilisation. 
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Extremite N- Extremite C- 

. _ Lt. 5 sequence peptldiqua _. _ . K. 


Fig. 1 
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daprotection 


a} pipeline 20%/DMF 
oub)TFAl%/DCM 


Strategies : a) Boc / benzyle : P 1 = Fmoc 
oub) Fmoc / fert-Butyle : P 1 = Mtt 


xxx^Y xxxx ; 


et deprotectibn 


a) HF 9.5 %! scavengers 
ou b)TFA 95%/.Tcave» 5 m 
1J§> (pifeges a- cations)'- 




HOBt, HBTU, DIE A 


Fig. 2 
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IgM lgG3 lgG2b lgG2a IgG1 IgM 
Isotypes des anticorps specifiques a 


p " f1 r iir 

lgG3 lgG2b lgG2a lgG1 
ppl,2et4 


Anticorps anti-mpplB, anticorps anti-mpp2 10!, anticorps anti-mpp4 HI 


Fig. 4 
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P 2 


IgM IgM lgG3 lgG2b lgG2a lgG1 IgM lgG3 lgG2b lgG2a lgG3 

Isotypes des anticorps specifiques a mpp1, 2 et 4 


Anticorps anti-mpplH . anticorps anti-mpp2 Hj , anticorps anti-mpp4 \ 


Fig. 5 
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SEQUENCE LISTING 

<110> University of Reims 
AC Immune S.A. 

<120> VACCIN THERAPEUTIQUE CIBLE CONTRE LA P-GLYCOPROTEINE 170 
POUR INHIBER LA RESISTANCE MULTI DROGUES DANS LE TRAITEMENT DES 
CANCERS 


<130> 

ACI PCT 001 

<150> 
<T51> 

FR 03 091 88 000 
2003-07-25 

<160> 

17 

<170> 

Patentln version 

<210> 
<211> 
<212> 
<213> 

1 

43 
PRT 

Homo sapiens 

<400> 

1 


Lys Gly Gly Asn Met Thr Asp Ser Phe Thr Lys Ala Glu Ala Ser lie 
15 10 15 


Leu Pro Ser lie Thr Asn Gin Ser Gly Pro Asn Ser Thr Leu lie lie 
20 25 30 


Ser Asn Ser Ser Leu Glu Glu Glu Gly Lys Lys 
35 40 


<210> 
<211> 
<212> 
<213> 

<400> 


2 

20 
PRT 

Homo sapiens 


Lys Gly Lys Val Leu Thr Ser Phe Thr Asn Lys Glu Leu Ala Tyr Ala 
15 10 15 


WO 2005/014036 


PCT/EP2004/008330 


Lys Gly Lys Lys 
20 


<210> 3 

<211> 19 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 3 

Lys Gly Ser Arg Asp Asp Asp Met Glu Thr Lys Arg Gin Asn Glu Asn 
15 10 15 

Gly Lys Lys 

<210> 4 
<211> 48 
<212> PRT 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> peptide 
<400> 4 

Gly Glu Met Thr Asp He Phe Ala Asn Ala Gly Asn Leu Glu Asp Leu 
15 10 15 

Leu Met Ser Asn He Thr Asn Arg Ser Asp He Asn Asp Thr Gly Phe 
20 25 30 

Phe Met Asn Leu Glu Glu Asp Met Thr Arg Tyr Ala Tyr Tyr Tyr Ser 
35 40 45 


<210> 5 
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<211> 19 

<212> PRT 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> peptide 

<400> 5 

Gly Glu Met Thr Asp He Phe Ala Asn Ala Gly Asn Leu Glu Asp Leu 


Leu Met Ser 


<210> 6 

<211> 14 

<212> PRT 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> peptide 

<400> 6 

Asn He Thr Asn Arg Ser Asp He Asn Asp Thr Gly Phe Phe 
1 5 10 


<210> 7 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> peptide 
<400> 7 

Met Asn Leu Glu Glu Asp Met Thr Arg Tyr Ala Tyr Tyr Tyr Ser 
15 10 15 


<210> 8 

<211> 25 

<212> PRT 

<213> Artificial Sequence 
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<220> 

<223> peptide 
<400> 8 

Phe Ser Arg He He Gly Val Phe Thr Arg He Asp Asp Pro Glu Thr 
15 10 15 


Lys Arg Gin Asn Ser Asn Leu Phe Ser 

"20 " 25 


<210> 9 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> peptide 

<400> 9 

Phe Thr Arg He Asp Asp Pro Glu Thr Lys Arg Gin Asn Ser Asn Leu 
1 5 10 15 


Phe Ser 


<210> 10 
<211> 17 
<212> PRT 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> peptide 
<400> 10 

Phe Arg Phe Gly Ala Tyr Leu Val Ala His Lys Leu Met Ser Phe Glu 
15 10 15 


Asp 
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<210> 11 

<211> 53 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 11 

Lys Gly Gly Glu Met Thr Asp He Phe Ala Asn Ala Gly Asn Leu Glu 


Asp Leu Leu Met Ser Asn He Thr Asn Arg Ser Asp He Asn Asp Thr 
20 25 30 


Gly Phe Phe Met Asn Leu Glu Glu Asp Met Thr Arg Tyr Ala Tyr Tyr 
35 40 45 


Tyr Ser Gly Lys Lys 
50 


<210> 12 

<211> 24 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 12 

Lys Gly Gly Glu Met Thr Asp He Phe Ala Asn Ala Gly Asn Leu Glu 
15 10 15 


Asp Leu Leu Met Ser Gly Lys Lys 
20 


<210> 13 
<211> 19 
<212> PRT 
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<213> Homo sapiens 
<400> 13 

Lys Gly Asn lie Thr Asn Arg Ser Asp He Asn Asp Thr Gly Phe Phe 
1 5 10 15 

Gly Lys Lys 


<210> 14 

<211> 20 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 14 

Lys Gly Met Asn Leu Glu Glu Asp Met Thr Arg Tyr Ala Tyr Tyr Tyr 
15 10 15 


Ser Gly Lys Lys 
20 


<210> 15 

<211> 30 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 15 

Lys Gly Phe Ser Arg He He Gly Val Phe Thr Arg He Asp Asp Pro 
15 10 15 


Glu Thr Lys Arg Gin Asn Ser Asn Leu Phe Ser Gly Lys Lys 
20 25 30 


<210> 16 

<211> 23 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
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<400> 16 

Lys Gly Phe Thr Arg He Asp Asp Pro Glu Thr Lys Arg Gin Asn Se 


Asn Leu Phe Ser Gly Lys Lys 
20 


<210> 17 

<211> 22 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 17 

Lys Gly Phe Arg Phe Gly Ala Tyr Leu Val Ala His Lys Leu Met Se 


1 


5 


10 


15 


1 


5 


10 


15 


Phe Glu Asp Gly Lys Lys 
20 
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